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論文内容の要旨 
 慢性骨髄性白血病(chronic myelogenous leukemia; CML)は疾患特異的染色体異常
である Philadelphia(Ph)染色体(t(9;22)染色体転座)により生じる融合蛋白 Bcr-Abl
の恒常的なチロシンキナーゼ (TK)活性により発症することが知られている . 最近に
なり我々はβ-ガラクトシド結合レクチンである Galectin-3(Gal-3)の発現が骨髄腫
瘍環境特異的に CML細胞内に誘導され, さらに Gal-3が多剤薬剤抵抗性獲得, 幹細胞
様特性の獲得, 骨髄嗜好性棲息など, 病態形成における多様な局面に重要な役割を
果たすことを見出した (Proc Natl Acad Sci U S A. 2011;108;17468-17473.). 
 Gal-3 過剰発現 CML 細胞の培養上清は CML 細胞, 骨髄間質細胞の増殖を促進するこ
とが予備的検討により明らかになったが , その責任分子は不明である . そこで CML
細胞の培養上清を液体クロマトグラフィーにより分離し , 液性因子の同定およびそ
の CML 細胞増殖における分子メカニズムについて検討した . CML 細胞培養上清の成分
を分析した結果, Gal-3 過剰発現が SERPINA1-bovine serum albumin(BSA)複合体の働
きを調節していることを発見した. SERPINA1 は 52 kDa の糖タンパク質で, 炎症反応, 
細胞外基質のターンオーバー , 血液凝固, 造血幹細胞および造血前駆細胞の動員に
関わる様々なタンパク質分解過程に決定的な関与をしているセリンプロテアーゼイ
ンヒビターのスーパーファミリーに属している .  
 まず予備実験では , CML 細胞の親株および Gal-3 遺伝子導入株からの培養上清
(conditioned medium; CM)を用いて細胞培養を行ったところ, 我々が最近の論文で示した
通り, Gal-3過剰発現 CML細胞株の CM は, 親株の CMより高い CML 細胞の増殖能をもつこと
を確認した. 次に, この可溶性因子を検出する目的で, ゲルろ過クロマトグラフィーを用
いて CMを分子量に応じて 50分割した. 各分画の構成分子の組成比較について, MYLおよび
その Gal-3遺伝子導入株の CMにおいて, それぞれの分画を電気泳動した. その結果, 親株
の CMにおいて Frs19-20のところで 110kDa の特異的なバンドを認め, これは Gal-3遺伝子
導入株からの CM の Frs19-20 と比較してよりはっきりと検出され, 何らかの分子が存在す
ることが示された. さらに, この物質はアミノ酸配列の解析結果から SERPINA1と BSAの複
合体であることがわかった. K562 においても同様に, 親株の CM において電気泳動の結果, 
Frs19-20 のところで認めるバンドは Gal-3 遺伝子導入株の CM の Frs19-20 と比較してより
はっきりと検出されていることがわかった. 
 次に細胞増殖能の比較についての検討を行った. 親株の CM (CM/MYL, CM/K562)と Gal-3
遺伝子導入株の CM (CM/MYL/G3, CM/K562/G3) についてゲルろ過クロマトグラフィーを行い, 
分子量に応じて 50分割した. さらに各分画についてフラクションコレクターで分取した溶
液を MYL と K562 に直接添加し, 48 時間培養を行った. Frs18-20 の分画において親株の CM
では, Gal-3 遺伝子導入株の CM を用いたのと比較して細胞増殖が有意に不良であるという
結果を認めた. つまり, CM/MYL で Frs18-20 の分画に SERPINA1-BSA 複合体が存在し, 
CM/MYL/G3 ではこれが消えているため, この複合体が CML 細胞の増殖を阻害していること
が示された. その他の分画では親株からの CM と Gal-3 遺伝子導入株からの CM で CML 細胞
増殖能において有意差を認めなかった. 
 そこで, ヒト由来の SERPINA1(SERPINA1-albumin複合体を含む)が CML細胞の増殖を抑制
する効果をもっているのかどうかを検討するため, ヒト由来の SERPINA1を MYLおよび K562
に直接添加し, 48 時間培養したところ, 用量依存性に白血病細胞の増殖を抑制することを
認めた. さらに今度は SERPINA1 によって抑制された白血病細胞の増殖能がヒト由来の
Gal-3 を直接添加することによりレスキューされるかどうか MYL において検討したところ, 
ヒト由来の SERPINA1のみを添加したものではコントロールに比べて細胞増殖の抑制効果を
認めたが, Gal-3 を添加することにより少なくとも一部分, 細胞増殖が保護されることを
認めた. また, SERPINA1-albumin 複合体の CML 細胞への細胞障害活性について, その効果
を MYL について flow cytometry で解析したところ, アポトーシスが用量および時間依存性
に誘導されていることが分かった. 
 さらに Gal-3 過剰発現 CML細胞の CMにおける Gal-3が他のサイトカインにもたらす影響
について検討した. Gal-3過剰発現細胞株からの CMにおいて CXCL10 および IL-10の相対濃
度は, 親株からの CM におけるそれらの濃度の半分未満であることを確認した. 対照的に, 
Gal-3 過剰発現細胞株からの CM において TGF-βの相対濃度は親株からの CM におけるそれ
らの濃度の 2 倍以上であると判断した. 
考察 
 今回の我々の検討では, SERPINA1-albumin 複合体が Gal-3 過剰発現 CML 細胞株の培養
上清において減少あるいは消失していることを発見した. また, SERPINA1-albumin 複合体
を含む親株からの CM は in vitro 試験において CML 細胞の増殖を抑制することがわかった. 
さらに, 我々は in vitro 試験において,ヒト血漿由来の SERPINA1 が CML 細胞の増殖を
用量依存性に抑制し, とくに MYL においてはヒト組換え Gal-3 の添加によりそれがレスキ
ューされることを発見した. 以上から, まだ詳しいメカニズムについては解明できていな
いが, CML における Gal-3 の過剰発現は少なくとも部分的に SERPINA1 の細胞増殖抑制作
用に拮抗することにより CML 細胞の増殖を保護している可能性が示唆された . 
